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NAZOFARINKS KANSERINDE "MULTIDRUG _
REZISTANCE" GENI VE EPSTAIN-BARR VIRUS'U
VARLIGININ KLINIKOPATOLOJIK KRITERLER iLE
ILISKiSI VE PROGNOSTIK ONEMI

THE PROGNOSTIC IMPORTANCE AND RELATIONS OF MULTIDRUG RESISTANCE
GENE EXPRESSION, EPSTAIN-BARR VIRUS PRESENCE AND CLINCOP
THOLOGICAL PARAMETERS IN NASOPHARYNGEAL CARCINOMA
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OZET: Nazofarinks kanserlerinde Ebstain-Barr viriisii (EBV) varhgn ve multi drug resistance (MDR-I) geninin prognostik
onemi ve EBV ile baz klinikopatolojik kriterler ile iliskilerini gostermek amaciyla 31 hastalik bir seride immiinhistokimyasal
metot ile ¢alisma diizenlenmigstir. Hastalarm %22.6'sinda EBV'ii gosterilmis ancak bunun prognoza etkisi bulunamamustir.
MDR-I geninin kemoterapi éncesi ve sonrast bakildigi bir grup hastada tedavi oncesi MDR-I'in hastalarin %36.4%inde po-
zitif oldugu bu oramin tedavi sonrasmda %90.9'a ¢iktgr saptannustr. EBViiiniin ilag rezistanst gelisimini indiikleyerek,
prognozu olumsuz yonde etkiledigi diisiiniilmiistiir. Nazofarinks kanserli hastalarda prognosfik faktorler belirlenmis ve MDR
varligina bakilarak tedavi planinin belirlenmesinin yararl olacagi ortaya konulmugtur.

Anahtar Sozciikler: Multi drug resistance, Epstain-Barr viriis, Nazofarinks karsinomu, tedavi, prognoz

SUMMARY: A study in a series of 31 patients with nasophryngeal carcinoma (NPC), to show the prognostic significance
and relations of multidrug resistance (MDR-I) gene, Epstain-Barr virus (EBV) and some clinico-pathological parameters,
with immunohistochemical methods, was performed. Prognostic factors in NPC were detected. EBV presence in 22.6 % of
the cases were shown, but there was no significant effect of this presence on prognosis. MDR-I was present in 36.4 % of the
patients before the chemotherapy and in 90.9 % after it. EBV was thought to affect prognosis negatively by inducing drug re-

sistance. it was concluded that MDR positivity helps to arrange the therapeutic strategy.
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GIiRiS

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik
ajanlar bazi hastalarda kiir saglarken, bazi hastalar bu
ilaglara bagtan rezistans gostererek tedaviden hig
yarar gormez, bazilarinda ise tedavi esnasinda bu
ajanlara direng gelisir. Bu nedenle son yillarda anti
kanser ila¢ rezistansinin genetik ve molekiiler kay-
naklan aragtirillmaya baslanmistir ve ilaglara direng
gelisen kanserlerde yeni tedavi yontemleri olusturul-
maya calisiimaktadir (6, 14). Kemoterapoétiklere karsi
gelisen bu direncin tiimor hiicreleride multidrug re-
sistans | (MDR - 1) geninin aktivasyonu ile gelistigi
saptanmustir (5). Bu gen hiicre membraninda 170 kilo
Dalton molekiiler agirlikta bir P-glikoproteini kodlar.
Bu protein ATP bagimli olarak calisan ve hiicredeki
toksik maddeleri ve bu arada anti-kanser ilaglar1 aktif
olarak hiicre digina atan bir membran transport pom-
pasidir, hiicre i¢i ilag konsantrasyonunu diisiiriip ilag
rezistansinin gelismesine neden olur (7, 14, 15).

(*)  Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun
Bogaz Anabilim Dali

(**) Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabi-
lim Dali ANKARA
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Bu caligmada tedavisi biiyiik 6lgiide radyo ve
kemoterapiye bagimli olan nazofarinks kanserli bir
dizi hasta tlizerinde klinik veriler, MDR-1 geni eks-
presyonu, nazofarinks kanseri etiyolojisinde yeri olan
epstain-Barr viriisii (EBV) varlig1 ve bunlarin prognoz
ile iligkileri ve etkilesimleri incelenmistir. Literatiir
taramalarinda P-Glikoprotein ekspresyonunun na-
zofarinks kanserlerinde Olgiimii ve bu proteinin,
EBV'ii ile ilgisini arastirmaya yonelik, daha dnce ya-
pilmis herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

YONTEM VE GERECLER

Cahsmanmuz HUTF Kulak Burun Bogaz Anabi-
lim Dali'nda 1979-1996 yillar1 arasinda nazofarinks
kanseri tanisi alan ve tedavisi yapilan 31 hasta dahil
edilmistir. Hasta kayitlarindan TNM smiflandirmala-
11, tedavi protokolii, rekiirrens ve uzak metastaz varli-
81, tarihi ve tedavileri, hastalarm kontrol verileri sap-
tanmigtir. Daha once bagka merkezde miidahale
gormiis, ikinci primer hastaligi ¢ikan hastalar calis-
maya dahil edilmemis, homojen bir grup olusturabil-
mek i¢in hastalarin tiimiine primer tedavi olarak rad-
yoterapi veya radyoterapi + kemoterapi verilmis
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olmasina ve kemoterapi alan hastalarin bu tedavileri-
ni radyoterapi sonrast almig olmalarina dikkat edil-
mistir. Eksitus olanlar disinda tiim hastalanin en az 3
yulik kontrol kayitlan vardir.

Hastalarin en kii¢iigii 10, en biiyiigii 64 yasinda
olup yas ortalamalar 35.2 +/-16.8 yil olarak saptan-
mughir. Grupta 8 kadin, 23 erkek hasta vardir ve
erkek/kadin hasto oram 2.87/1'dir.

Hastalarin histopatolojik tanilann WHO sinifla-
masina, TNM evreleri American Joint Committee sis-
temine gore gruplandirilmstir.,

26 hastaya primer tedavi yontemi olarak RT ile
birlikte veya rekiirrens sonrasi kemoterapi verilmigtir.
Hastalara 4 ila 6 kiir cisplatin, bleomisin, metotrek-
sat, 5-FU, adriamisin, aktimonisin D, doksorubisin,
vinkristin, prokarbazin, prednizolon gibi ilaglar lglii
veya dartli kombinasyonlar seklinde verilmigtir.

Prognozu gsteren faktorler olarak yasam siire-
si, hastaliksiz yagam siiresi ve rekiirens (boyunda
vea uzak) segilmistir.

Hastalann tiimiinde P-Glikoprotein ekspresyo-
nu, immiinhistokimyasa yontemlerle MDR bakilmasi,
EBV varlifi ise aym yontemler ile Latent Membran
Proteini (LMP) bakilmasi seklinde gosterilmistir. Ke-
moterapi sonrasi nazofarinks biyopsisi olan 11 hasta-
da kemoterapi sonrass MDR degerleri ayrica bakil-
muglir.

immiinhistokimyasal incelemede mevcut para-
{in bloklardan hazirlanan 6 mikrometrelik kesitler
kullantmigtir. Bu kesitler uygun usiillerle EBV icin
1/100 diliisyonda mouse anti latent membran protein
(DAKO), MDR igin 1/50 dilisyonda mouse anti-P-
Glycoprotein (Novocastra) ile boyanmuglar ve isik
mikroskopu ile antijen varligt arastinlmigtic. (Resim
1-2).
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Resim 1: LMP ile sitoplazmik membranda pozitif
boyanma (Imminperoksidaz x 460)

Dr. Bilge Kanbur ve ark.

SN & T T

e & T ' g o
by :
"
# - a : O ]
i * g »
F
- & - . .,q
¥ @
ok A £
b A ol
T »
- » ‘.
"k . L = L4 L gl
" L] . 5
" - & ;
L

Resim 2: MDR ile boyanma (Immiinperoksidaz x
460)

Istatistiksel ~Analizlerde SPSS for Windows
paket bilgisayar programindan faydalanilmistir. ista-
tistiksel degerlendirmelerde Kaplan Meier survival
analizi, Cox regrsyon modeli ile multivaryant analiz,
Mann-Whitney U testi, t testi, Fisher kesin ki-kare
testi, iki ylizde arasidaki farkin anlamlilik testleri kul-
lanilmagtir.

BULGULAR

Hastalarn  29'unda  (%93.5) indiferansiye,
2'sinde (%6.5) az diferansiye epidermoid karsinom
saptanmistir. Hastalarin TNM siniflandirmalart Tablo
1'de gosterilmistir.

Tablo 1: Hastalarin T ve N evrelerine gore dagi-

Imlar.

Evre TI | T2 | T3 | T4 | Toplam
NQO 4 1 4 2 11
N1 | 1 1 3 6
N2 2 4 B - 6
N3 1 1 3 3 8

Toplam 8 7 3 3 31

Hastalarin %64.6'sinda klinik olarak boyunda
lenfadenopati ~ saptanmistir.  Hastalarin ~ ortalama
yasam stiresi 131.04 + /-17.32 ay, ortalama hastalik-
siz yagam siireleri 44.65 + /-51.19 ay (median: 33 ay)
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olarak saptanmistir. Ug yillik yasam orani %70.9, 27
hastada saptanan 5 yilik yasam orani ise %62.9'dur.

Cinsiyet ve yasin prognoz iizerine etkisi sapta-
namamuistir.

Hastalarm 11'inin hastaliga bagl eksitus oldugu,
kalan 20 hastanin son kontrollerinde, 10 tanesinin
hastaliksiz (remisyonda), 10 tanesinin hastalikli ola-
rak yasamlarin siirdiirdiikleri saptanmustir.

Calismaya alman hastalarin 4'inde hastalik basg-
tan itibaren kontrol edilememis, 17'sinde remisyon ve
sonrasinda rekiirrens goriilmiistiir. Rekiirrenslerin 8'i
lokal 4'i boyun metastazi, 4'i uzak metastaz ve 1'i
hem boyun hem uzak metastaz seklindedir.

Hastalarin T evresinin artmasinin hastaliksiz
yasam siiresini istatistiki olarak anlamli olmak {izere
kisalttigi (p - 0.02), N evrelerinin ise yasam siireleri
tizerine anlaml etkisi olmadig1 saptanmustir.

Hastalarin 8'inde tanida bir veya daha fazla kra-
niyal sinirin tutuldugu ve bunun prognozu kétii yonde
etkiledigi (p = 0.01) saptanmustr.

Hastalarin %22.6'sinda EBV'i varligi (LMP-1)
gosterilmistir. (Resim 1) EBV varligiin prognoza et-
kisi gosterilememistir. Ancak EBV'i 30 yasin altin-
daki hastalarda 940 oraninda pozitif iken 30 yasin
iizerinde bu oran %6.3'liir (p = 0.02).

Tiim hastalarin olusturdugu gurupda kemoterapi
6ncesi MDR pozitifligi %45.2 olarak tespit edilmistir.
(Resim 2) Tedavi sonrasi da MDR bakilabilen 11
hastada bu oranin tedavi dncesinde %36.4'ten tedavi
sonrasinda %90.9'a ¢iktig1 gézlenmistir ki bu oran p
=0.02 degerinde anlamlidir.

Tedavi dncesinde MDR pozitif ve negatif olan
hastalarin ortalama yasam siireleri 109.43 + / -14.69
ile 124.07 + / -2.71 ay ve hastaliksiz yasam siireleri
76.64 + /- 18.96 ile 77.85 + / - 20.86 ay olarak sap-
lanmigtir. Aralarindaki fark anlamli bulunmamustir.

Istatistiki olarak MDR ve EBV pozitifligi ara-
sinda anlaml iliski bulunamamistir. MDR ve EBV
pozitifligi ile lokal rekiirrens, boyun ve uzak metas-
tazlar varlig1 arasinda anlamli iliski gosterilememis-
tir.

Multifaktoriyel analiz ile tiimériin T evresi (p =
0.001) ve kraniyel sinir tutulumunun (p = 0.003)
prognostik parametreler oldugu saptanmustir.

TARTISMA

Kemoterapi Oncesinde hastanin tedaviye cevabi-
nin bilinmesi, tedavi protokoliiniin belirlenmesine et-
kili olarak, hastaligin prognozunu etkileyen bir fak-
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tordiir. Primer tedavisi radyoterapi olan nazofarenks
kanserlerinde ileri evre hastalarin biiyiik ¢ogunlugu-
nun uzak metastazlar nedeniyle kaybedilmesi bu has-
talikta kemoterapinin 6nemini ortaya koymaktadir (8,
10). Literatiirde bir¢ok kanserde ila¢ direnciyle ilgili
calisma var olmasma ragmen nazofarinks kanserinde
bdyle bir calismaya rastlanilmamasi bizi bu ¢aligmay1
yapmaya itmistir. T hiicreli lenfomalarda yapilan ca-
ligmalarda kemolterapétik ajanlarin hiicre igerisinde
inaktif olarak bulunan EBV'inii uyarak MDR-1 geni-
nin aktivasyonuna yol actig1 one siiriilmesine ragmen,
nazofarinks kanserinde MDR-1 geni ile EBV iliskisi
de daha once aragtirilmamustir (15).

Calismamizin yukarida 6zetlenen bulgularindan
ilging sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

Nazofarinks kanserinin genetik, g¢evresel-cografi
ve EBV'ii varligia bagl olarak, bu faktorlerin ortak
etkilesimi sonucu ortaya ¢iktig1 bilinmekledir (2, 3, 6,
11, 12). Degisik iilkelerden yapilan ¢alismalarda na-
zofarinks kanserinde EBV varligi yiiksek oranlarda
gosterilmisken iilkemizde bu orani immiinhistokim-
yasal yontem ile %22.6 bulduk. Kullandigimiz yonte-
min diisiik sensitivitesi ve genel limitasyonlar1 g6zo-
niine alindiginda, polimeraz zincir reaksiyonu ve
insitu hibridizasyon gibi daha gelismis ve hassas yon-
temler ile bu oranin daha yiiksek saplanmasi beklenil-
melidir.

EBV enfeksiyonu tespit edilen hastalarimizin
yaslarmnin tespit edilmeyenlerden anlamli olarak diisiik
saptanmast ilgingtir ve genc¢ yaslarda goriilen
nazofarinks kanserlerinde EBV'iiniin etiyolojideki ye-
rinin daha belirgin oldugunu diisiindiirmektedir. EBV
varliglr gosterilen hastalarin  ortalama hastaliksiz
yasam siirelerinin, EBV varlig1 gosterilmeyenlerden
daha kisa oldugu goriilmekte beraber, bu fark istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Dickson ve arkadaslari (4) bir ¢aligmalarinda na-
zofarinks kanserlerinin Cinlilerde %71.8 ve beyazlar-
da %064.2'sinin indiferansiye kanserler oldugunu be-
lirtirken yurdumuzda yapilmis iki ¢aligmada bu oran
%91.4 ile %84.2 olarak verilmistir {1, 13). Serimizde-
ki nazofarinks kanserlerinin %93.55'1 indiferansiye-
dir.

Klinikopatolojik  kriterlerden yas, literatiirde
olumsuz prognoz kriteri olarak belirtilmesine ragmen
bizim serimizde yasin ortalama hastaliksiz yasam sii-
resinde istatistiki bir 6onemi olmadig1 goriilmektedir
(8, 9, 11). Bu sonug seriler arasindaki say1 farkina
bagl olabilecegi gibi cografi-gevresel vb. gibi bagka
etkenlerin varlig1 da s6z konusu olabilir.

Gene literatiirde, cinsiyetin prognozu etkileme-
digini savunanlar oldugu gibi kadinlarda prognozun
daha iyi oldugunu belirtenler olmasina ragmen ¢alis-
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mamizda cinsiyetin prognozu anlamli olarak etkile-
medigi goriilmektedir (3, 12),

Calismamizda hastalarimizin 3 yillik yasam
orant %70.9 ve 5 yillik oran1 %62.9'dur. Literatiirde
%8 ile %93 arasinda degisen 5 yillik yasam oranlari
ile galismamizda elde ettigimiz yasam oranimizi kar-
silagtirdigimizda, hastalarimizin yasam siirelerinin,
ortalamanm tizerinde oldugu goriilmiistiir, Bunun ne-
deni hastalarimizin 9°93.5'inin yasam siiresi en yiik-
sek oldugu bilinen histopatolojik tip olan indiferansi-
ye tipte olmasi ve higbirisinde yasam siiresini olum-
suz etkiledigi bilinen boyundan biyopsi girisiminin
yapilmamig olmast olarak agiklanabilir.

Literatiirde boyunda lenfadenopatinin varligt ve
yerlesiminin olumsuz prognoz belirledigi yoniinde
yazilar olmakla birlikle bizim c¢alismamizda LAP var-
Iiginm olumsuz prognoz gostergesi oldugu gosterile-
memistir (8, 9).

Calismamizda klinik kriterlerden kraniyel sinir
tutulumunun ve tiimoriin T evresinin hastaliksiz yasam
stiresini  etkiledigi saplanmistir ki bu sonug li-
teratiiriin geneliyle de uyum igerisindedir.

MDR pozitifliginin ve EBV enfeksiyonu varhgi-
nin rekiirrens {izerine etkisi bulunmamustir.

MDR pozitif hastalarin % 35.7'sinde EBV varli-
81 gosterilitken, EBV varlig1 gosterilen hastalarda
MDR'nin %71.4 oraninda pozitif bulunmasi EBV
varliginin ilag rezistansi gelismesinde rol oynadigini
diistindiirmektedir.

Hastalarimizda tedavi oncesinde MDR-1 geni
%45.2 oraninda pozitif saptanmistir. MDR + hastala-
rin yasam siireleri MDR - hastalara gore daha kisa ol-
masina ragmen aradaki fark istatistiki olarak anlamli
degildir. Ancak, MDR pozitiflik orani kemoterapi
sonrasinda da biyopsisi olan hastalar i¢in tedavi once-
si %36.4'den tedavi sonrasinda %90.9'a ¢ikmustir. Te-
daviye bagli gelisen bu rezistans tiimdr hiicrelerinde
kemoterapinin etkinligini azaltarak prognozu olum-
suz yonde etkilemektedir.

Sonug olarak; nazofarinks kanseri tedavisi plan-
lamasinda, pratik bir yontem olan immiinhistokimya
ile timor hiicrelerinde MDR-1 geni varligi bakilma-
sinin ila¢ rezistansinin dolayisi ile hastanin kemotera-
piye verecegi cevabin belirlenerek, yol gosterici ola-
bilecegi ortaya konulmusgtur.
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